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A  doença  da murchidão  do  pinheiro  –  pine wilt  disease  (PWD)  –  foi  detectada  pela  primeira  vez  na 
Europa em 1999 em pinheiros Pinus pinaster Aiton (pinheiro‐bravo) na Península de Setúbal (Mota et al., 








Perl  e  P.  densiflora  Sieb  &  Zucc,  muito  susceptíveis  à  doença  (Mamiya,  1988),  sendo  as  perdas 
económicas enormes, estando estimadas em cerca de 10 milhões de dólares por ano (Jones et al, 2008). 
O  nemátodo  da madeira  do  pinheiro  (PWN),  Bursaphelenchus  xylophilus  (Steiner &  Buhrer) Nickle,  o 
agente responsável por esta doença, é um verme endoparasita com cerca de 1 mm de comprimento. O 
PWN foi descrito pela primeira vez em 1934, na América do Norte, por Steiner & Buhrer, embora nessa 
altura  não  se  tenha  estabelecido  uma  correlação  entre  a  doença  e  o  nemátodo.  A  transmissão  dos 
nemátodos é mediada por insectos do genéro Monochamus, da família Cerambycidae, que ocorrem nas 
mesmas  áreas  geográficas  das  coníferas,  sendo  em  Portugal Monochamus  galloprovincialis  a  espécie‐
vector. Os nemátodos podem ser transmitidos durante a alimentação do insecto, essencialmente na copa 
das  árvores,  ou  através  da  postura  de  ovos  pelas  fêmeas  em  troncos  de  árvores  e  ramos  secos  ou 
recentemente  cortados. Aparentemente, o  ciclo de  vida do  PWN  inclui uma  fase  fitófaga  e uma  fase 
micófaga, dependendo da sua fonte de alimento, as células epiteliais que rodeiam os canais de resina dos 
pinheiros ou os fungos presentes na madeira morta. 




Florestais  têm  vindo  a  implementar  várias  medidas  de  controlo,  que  incluem  o  corte  das  árvores 
infectadas e a demarcação de uma faixa de contenção fitossanitária em redor da área afectada. Apesar 





O  presente  relatório  dá  conta  do  estudo  que  se  desenvolveu  ao  longo  de  sete meses  no  Centro  de 
Biotecnologia  Vegetal  (IBB),  no  Departamento  de  Biologia  Vegetal  da  FCUL,  no  âmbito  do  Projecto 
PTDC/AGR‐AAM/74579/2006.  A  orientação  esteve  a  cargo  da  Prof.  Dra.  Lia  Ascensão,  tendo  sido 














cm  do  ápice  descortiçado  do  caule  de  plantas  Pinus  pinaster  de  2  anos  de  idade.  Como  controlos 
utilizaram‐se plantas inoculadas com água e plantas não inoculadas. Todos os pinheiros foram mantidos 
numa  estufa  com  temperatura  e  humidade  controladas,  sendo  regados  sempre  que  necessário  e 









pinaster controlos e  infectados com PWN, nos  referidos momentos de amostragem,  foram  fixadas em 
glutaraldeído a 3% em  tampão  fosfato de  sódio 0,1M pH 7,2 e desidratadas numa  série  crescente de 
acetonas. Após secagem pelo método do ponto crítico, as amostras foram montadas e metalizadas com 
uma  fina película de ouro  (± 500 Å de  espessura). As observações  foram  realizadas num microscópio 





tampão  fosfato de  sódio 0,1M pH 7,2 e desidratados numa  série  crescente de etanol. A  infiltração e 
inclusão  das  amostras  foram  realizadas  em  resina  glicol‐metacrilato  (Historesin®  Leica).  Secções 
transversais  e  longitudinais,  com  3‐5  μm  de  espessura,  foram  obtidas  num micrótomo  rotativo  Leica 
RM2155 (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha), equipado com uma faca de tungsténio. As  lâminas 
histológicas  foram  coradas  com  Azul  de  Toluidina  O,  SAL  (Safranina  O,  Azur  II,  Lugol),  SAL/Azul  de 
Toluidina O, PAS/Azul de Comassie e Ponceau/Azur II, de acordo com as recomendações dos respectivos 









































de  nemátodos  aumenta  e  a  degenerescência  das  células  é  mais  óbvia,  começando  a  aparecer  as 
primeiras cavidades (Fig. B – 5, seta dupla). Cinco semanas após a inoculação (Fig. C – 1‐3; Fig. D – 3), já 
na  fase  avançada  da  infecção,  as  paredes  celulares  apresentam  rupturas  e  sinais  evidentes  de 
degradação,  o  que  sugere  digestão  enzimática  por  acção  de  uma  intensa  actividade  celulásica  e 
pectinásica. Os PWNs poderão, à medida que migram nos tecidos do caule, do exterior para o  interior, 
excretar  essas  enzimas,  abrindo  assim  caminho  até  ao  lúmen  dos  canais  resiníferos  onde  parecem 
proliferar. O  número  de  idioblastos  taniníferos  aumenta  também  consideravelmente, mostrando  que 
houve  activação  de  mecanismos  de  defesa  da  planta,  nomeadamente  de  síntese  de  metabolitos 
secundários  tais como os polifenóis. Nalguns casos é bem patente o aumento do número de camadas 
concêntricas de  células em  redor do  lúmen dos  canais de  resina  (Fig. C – 1). Sete  semanas depois da 






















































fase  avançada  (2)  da  infecção.  Microfotografias  de  SEM  de 
Bursaphelenchus  xylophilus nos  tecidos do  caule do pinheiro  (3‐4). 1, 
Pinheiro  inoculado com PWN sem sintomatologia externa. 2, Pinheiro 
inoculado com PWN com evidente descoloração das agulhas 5 semanas 








Fig.  C  –  Secções  transversais  de  caule  coradas  com  PAS/Azul  de 
Toluidina O  (7) e PAS/Azul de Comassie  (8‐12). Aspectos histológicos 
após cinco semanas de  infecção (1‐3) e sete semanas de  infecção (4‐
6).  É  bem  visível  a  degradação  das  paredes  celulares  (setas)  assim 
como o elevado número de  idioblastos taniníferos (pontas de setas). 


















 À  medida  que  a  doença  progride,  a  degenerescência  dos  tecidos  acentua‐se  e  as  cavidades 
aumentam de volume e  tendem a  fundir‐se. Sete semanas após a  inoculação,  todos os  tecidos do 
caule apresentam sinais de degradação ou mesmo de morte. 




 A  distribuição  dos  nemátodos  no  decurso  da  infecção  está  claramente  associada  ao  padrão  de 
degradação dos tecidos que se observa nos vários momentos de amostragem realizados. 
 As colorações PAS/Azul de Comassie e Xilidine‐Ponceau/Azur II, utilizadas no estudo, providenciaram 
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